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PRUFUNG VON PAPIER, KARTON UND PAPPE

Bestimmung der Gesamtkeimzahl (GKZ) in Papier, Karton und Yollpappe

Dieses Merkblatt wurde von der Untergruppe »QOber-
flédchenkeimzahlbestimmung« (Obmann: Erich P. Peter-
mann, Herzberg [Harz]) der Arbeitsgruppe -Lebens-
mittelkonservierung« beim Institut far Lebensmittel-
technologie und Verpackung e.V., Minchen, in Zu-
sammenarbeit mit dem Fachausschull »Pappenerzeu-
gung« ausgearbeitet.

1. Zweck und Anwendung

Das Merkblatt beschreibt ein Prifverfahren zur Be-
stimmung der Gesamtkeimzahl in Papier, Karton und
Vcllpappe. Packstoffe missen fur bestimmte Verwen-
dungszwecke moglichst frei von Mikroorganismen sein.
Schadlich kdnnen sich nicht nur Mikroorganismen aus-
wirken, die sich auf cer Oberflache (siehe Merkblatt
Vi1/3/68) dieser Packstoffe befinden, sondesrn auch
solche; die im Verpackungsmaterial enthalten sind.
Weiterhin ist dieses Verfzhren zur Kontrolie der Wirk-
samkeit vor bakteriziden und fungiziden Zusatzstoffen
in der Papierfabrikation geeignet.

2. Begriff 4

Die Gesamikeimzahl (GKZ) gibt die Anzahl der Keime
an, die nach einer Bebriitungszeit von 3 Tagen bei
einer Temperatur von 25° C in 1 g der zu untersuchen-
den. ofentrockenen Probe gefunden werden.

3. Probenahme, Probenanzahl

3.1 Di= Probeentnahme erfolgt nach DIN 53101, Es
durfen nur diz Pander dar Proben engefadt werden
Die entnommenen Proben sind sofert zufeinander in

ein sterilisiertes Probenahmegefafl zu legen. Falls ein
solches GefaB nicht vorhanden ist, werden die Prcben
in Echtpergament eingeschlagen. o

3.2 Die Probenanzah! soll pro Entnahmeeinhelt minde-
stens 10 Stick betragen. '

4. Prifgerits 4
4.1 Brutschrank, regelbar auf eine Temperatur von
25° C + 1 grd. (Diese Temperatur muB} an ailen Stel-
len im Brutraum gleichmaBig sein).

4.2 Autoklev fur einen Betriebsdruck bis 3,5 at und
eine Sterilisationstemperatur bis 134° C. Er muB so
eingerichtet sein, daB eine Mindesttemperatur von
120° C + 2 grd eingshalten werden kann.

4.3 Dampftopf.

‘4.4 HeziBluftsterilisstor Fiir eine Sterilisationstemperatur

von 160 bis 170° C.

4.5 Kolonisnz&hlgarat, Es ist zur Arbeitserleichterung
zweckmaBig, nach Moglichkeit ein Kolonienzahlgerat
zu verwenden, das mit einer elektrischen Zahleinrich-
tung und einer Lupe von 8- big 10facher VergroBerung
versehen ist. Die Platten sollen von unten beleuchtet
werden konnen.

4.6 Petrischalen aus Glas nach DIN 12333 bzw. Ein-
weg-Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87 bis
97 mm.

4.7 Schere. Gipsschare odar ghnlich starke Schere aus
nichirostendem Stahl. Die Schere darf beim Sterilisie-
ren ihra Schneidxraft nicht verlieren.
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4.8 Korkbohrar und Korkbohrerschérfer. Der Kork-
bohrar soll ein2n Durchmesser von 15 mm haben.

4.3 Finzelten ocer Kornklammern.

4.10 Melpipetien mit weitem Ausfiuld, die gestatten,
1,0 mi genau zu messen,

4.11 Pipsttenbichse.

4.12 Aufschlaggsrédt. (Empfchlen wird Ultra-Turrax TP
18/2 N nach Professar Willems mit auswechsalbarem
Schaft und Schlitzlager aus Polytetrafluorathylen).

4.13 200-mi-Babyflaschen aus Glas mit 100-mi-Markie-
rungsan,

4.14 Rolirandfiaschen mit Bigelverschlull, 250 ml.

4.15 MNanrbodenfiaschen, 300 ml mit Kapsenberg-
keppen.

4.16 Wadgeglaschen, Durchmesser 3 cm, Héhe 3 cm,
DIN 12605, Es ist empfenlenswert, diese Glaschan
mit laufenddr Nummer versehen zu beziehen.

4.17 Waage mit einer Genauigkeit von + 0,0001 g.
%.18 Membranfiltergerat.

4.18 Bunssnbrenner oder Spiritusiampe.

5. M3hrmedien und N3hrmedienhersteliung

5.1 Standard-ll-Ndhrboden. Um immer gleichmafige
Nahrmegien zu erhelten, ist Standard-l-Nshragar
Marck, Art.-Nr. 7833, zu verwenden.

Falls alternativ der Nahrboden angefertigt werden soll,
ist wie foigt zu verfahren:

Merck-Katalog

Nr.:
3,453 Pepton aus Fleisch 7214
3.45 g Pepton aus Casein 7213
51 g Natriumchlorid 8404
13,0 g Agar-Agar 1614

250 g

512 Bereitung:
Die angegebenen Mengen Nahrsioffe warden einem

Liter frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser
zugesetzt und unter ausgiebigem Umschatteln gleich-
mafBig verteilt, bis zur Lésung im Dampfiopf gekocht
und in vier 300-ml-Néhrbodznflaschen umgefillt. Die
Sterilisation erfolgt im Autoklaven 15 min bei 120° C
mit au‘gesetzten Kepsenbergkaopen, damit die Lésung
" nmicht durch auftropfendes Kondenswasser verdGnnt
wird. Dar pH-Wert des gebrauchsfertigen Néhrbodens
sc!l bei 20° C 7.3 + 0,2 betragen.
€2 R.ngerlésung
52t Zusammensetzung Merck-Katalog
Nr.:
2,250 g Natnumenlorid p. a 6404
0,123 g Kauumchlorid p. a. 4928
0,120 ¢ Caiciumchlond p. a. 2382
C 030 g Wewiumhydrogencerbonat p. a. €329
2525 ¢

522 Bereitung:

Die angegebsren Chemikalienmengen werden in
1000 mi frisch destilliertem oder voll entsalztam Wasser
geldst und in 250-ml-Rollrandflaschen mit 30gelvser-
schiuf} gegeben. Die Sterilisation erfolgt mit offanem
Bidgelverschiufl im Autoklavan 15 min bei 120° C. Es
kann avch nach der Membran-Filter-Methode sterili-
siert werden.

6. Durchiihrung der Prifurg

8.1 Sterilisation der Gerdte. Korkbohrer, Wégeglaser,
Babyflaschen, Pinzetten, Scheren, Glaspetrischalen,
Pipetten und der Schaft des Aufschlaggerates sind im
HeiBiuftsterilisator 2 Stunden lang. bei mindsstens
160° C, zu sterilisieren. Bei Serienanalysen kdnnen
Pinzetten, Scheren und Korkbohrer und der Schaftedes
Aufschlaggerdtes auch durch Abflammen sterilisiert

werden. '

8.2 Probenvorbereitung. Aus den Proben werden mit
einer sterilen Schere Versuchssticke in der Groja von
etwa 15x 15 mm ausgeschnitten oder zweckmaDiger-
weise mit einem sterilen Korkbohrer ausgestanzt. Die
Versucnsstiicke dirfen nur mit sterilen Pinzetten oder
Kornklammern, nicht aber mit den Fingern berGhrt
werden. Je Probe sind mindestens 10 Versuchssticke
von je etwa 1,5 g auszuschneidan oder auszustzrzen,
Es ist 1 g des zu untersuchanden Materials untar steri-
len Bedingungen in ein steriles Wageglas einzuwigen.
Die Einwaage wird .in eine sterile Babyflasche ge-
geben, diz mit 99 m! Ringefiésung gzfullt ist. Mit einem |
sterilen Aufschiaggerdt werden die Versuchssticke
zerfasert. Nach einer Aufschlagzeit von 1 min wird
meist eine ausreichende, sehr feine Verteilung erhal-
t2n, die sich verhaltnisméafig langsam absetzt. Bei der
Entnzhme ist dafir zu sorgen, dal ewtl. abgesetzte
Fasern neu aufgewirbeit werden. Dies erfoigt am
besten mit der zur Entnanme bestimmten sterilen
Fipette. Die erhaltene Faserstoffsuspension stellt die
Basissuspansion fur die weitere Prifung dar,

6.3 Gesamtkeimzahibestimmung. leweils 1 mi der Basis-
suspension wird in eine Petriscnale gegeben und mit
10 ml Agar einer Temperatur von nicht mehr als 43° C
+ 2 grd versetzt. Damit sich der Nahragar cleich-
méfig mit der Basissuspension vermischt, wird die
Petrischale mit geschlossenem Deckel vorsichtig. in
Achtertouren, nicht kreisformig, bewegt. Die Schaien
werden waagerecht abgestellt, bis das Gemisch er-
starrt ist. Bei warmem Wetter sollten die Petrischalen’
in-einem Kahischrank ader auf eine von Leitungswas-
ser durchflossene Kihlplatte gesetzt werdzn. Es ist
unbedingt erfordarlich, fir jede Entnahmeeinheit nur
Nahrboden des gleichen Ansatizes einzuseizen. FUr
jede Prifung sind 10 Besissuspensionen herzusizslien.
Bei sorgfaitigem Arbeiten genigt es, den Rinrar for
die 10 Froben einer Entnzhmeeinhzit nur einmal im
Heiluftstarilisator zu steriiisieren.




6.4 Gebritung. Die nach 6.3 vorbereiteten Petrischalen
werden 3 Tage bei 25° C bebritat, Die Platten sind so
in den Brutschrank zu legen, da® der Deckel der Petri-
schale nach unten zu liegen kommt, um das Auftropfen
von Kondenswasser auf die Probe zu verhindern.

6.5 Trockengeshaltsbestimmung. Dz Trockengehaits-
bestimmung des zu untersuchenden Materials erfolgt
an Hand einer Parallelprobe nach DIN 53 103. Bei der
Probenahme ist zu beachten, daB3 ausreichendes Ver-
suchsmaterial fir die Trockengehaltsbestimmung mit
entnommen wird.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen werden nach Ablauf der Brutzeit dem
Brutschrank entnommen. Mit dem Keimzahlgerat wird
die Anzah! der Kolonien gezahlt. Bei der Abzahlung
ist zu beachten, daf3 nicht Fasern mitgezé&hlt werden.
Dazu ist eine mikroskopische Kontroile bei 80facher
VergroBerung durchzufihren, wobei Fasern leicht zu
erkennen sind: Das Ergebnis der Auszahlung von zehn
Platten wird addiert und das arithmetische Mittel ge-
bildet. Unter Bertcksichtigung des Trockengehalts wird
der Mittelwert auf 1 g ofentrockenes Untersuchungs-
material umgerechnet. '

8. Pritbericht

Im Prifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt
anzufithren:
Art der untersuchien Probe;
Ort. Datum und Zeit der Probenahme;
pH-Wert dar Proben nach DIN 53 124
(Kaltextraktion)';
Trockengehalt der Probe nach DIN 53 103;
Cesamtkeimzah! der eingewogenen Probe;
Gesamtkeimzahl, umgerechnet auf ofentrockene
Probe.
Gegebenenfalls Abweichungen von der Vorschrift die-
. ses Merkblattes.

9. Anmerkungen

Dieses Merkblatt wurde von der Untergruppe »Ober-
flachenkeimzahl< ausgearbeitet und das Prifverfanran
durch mehrere Ringversuche in verschiedenen Labora-
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torien geprift. Zur praktischien Anwendung werden
noch folgende Hinweise gegsben:

9.1 Es werden nicht alie vorhandenan Keims erfaft,
sondern vorzugsweise nur die, die bei der gewdhlien
Bebritungsternperatur aerob wachsen. Auch bai aorg-
faltigstern Aufschiagen ist keine Gewihr dafir ga-
geben, dall nur einzelne Mikroorganismen und keins
Zusammenballungen gefunden werden. Auch ist der
vorgeschlagene Nahrboden fir alle Keime nicht gleich
gut geeignet. Die Gesamtkeimzahlbestimmung ist also
eine lediglich fir die Praxis geschaffene Prifung. Sie
liefert bei gleichbleibenden Untersuchungsbedingungen
durchaus wiederholbare Ergebnisse.

9.2 Um verlaBliche Ergebnisse zu erhalten, sollten Un-
gelbte diese Methode genau durcharbeiten,

9.3 Zur Vermeidung von Fremdinfek®onen ist in
einem vor Luftzug geschitzten Raum zu arbeiten und
der Arbeitstisch etwa eine halbe Stunde vor Arbeits-
beginn mit einer desinfizierenden L&sung abzuwaschen
(z. B. 70%iger Alkochol).

9.4 Da nur 30 bis 300 Keime auf einer Platte mit Sicher-
heit ausgezahlt werden kénnen, sind bei hohen Keim-
zahlen die Basissuspensionen zu verdinnen bzw. bei
sehr niedrigen Keimzahlen die Einwaage zu erhdhen.

9.5 Bei nafifesten Packstoffen reicht unter Umsténden
die Aufschlagzeit von 1 min nicht aus. Bei langerer
Aufschlagzeit sollte das AufschlaggefaB gekéhit wer-
den, damit dis Temperatur im GefaB nicht iber 45° C
steigt.

9.6 Da die meisten Papier- und Pappenfabriken kein
mikrobiologisches Laboratorium unterhalien, bietet die
Firma Sartorius Membranfilter GmbH, Géttingen, Post-
fach 142, gebrauchsfertige sterile Nahrb&den an, die
diesem Merkblatt entsprechen. Als Ausristung fir
solche Laboratorien geniigt ein Brutschrank, siehe 4.1,
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